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© Verfahren zur Isolierung basischer Proteine aus Proteingemischen. 



© Basische Proteine werden aus Proteingemi- 
schen, welche solche basischen Proteine enthalten 
und welche erhalten werden durch enzymatische 
Spaltung von Proinsulin und/oder dessen Derivaten 
naturlicher, semisynthetischer oder gentechnischer 
Herkunft, durch lonenaustauscherchromatographie 
an stark sauren Kationenaustauschern isofiert. 
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Verfahren zur Isolierung basischer Proteine aus Proteingemischen, welche solche basischen Proteine 

enthalten 



Bei der Herstellung von Humaninsulin mit gen- 
technischen Methoden erfolgt die Biosynthese des 
Insulins uber ein Vorlaufermolekul, das Proinsulin. 
In diesem ist die B-Kette durch das C-Peptid ( = 
Connecting Peptide) mit der A-Kette verknupft. Bei 
der gentechnischen Produktion mittels Escherichia 
coli erhait man mitunter zunachst ein Fusionspro- 
tein, bei dem dem Proinsulin noch ein Fremdpro- 
iein. z.B. fl-Glactosidase, vorgeschaltet ist. Dieses 
Fremdprotein mufl vor der weiteren Aufarbeitung 
zunachst abgespalten warden, z.B. durch die Be- 
handlung mit Halogencyan (vgl. DE-OS 34 40 988). 
Nach der Halogencyanspaltung werden Cysteinre- 
ste durch Sulfitolyse (Behandlung mit Natriumsulfit 
und Natriumtetrathionat) in ihre S-Sulfonatform 
uberfuhrt. Das Molekiil kann aus dieser Form durch 
reduktive Ruckfaltung (z.B. durch Behandlung mit 
Mercaptoethanol in basischer Losung) unter korrek- 
ter Ausbildung seiner Disulfidbrucken in seine nati- 
ve Raumstruktur uberfuhrt werden. Das Proinsulin 
bzw. Praproinsulin (= Derivat des Proinsulins; die 
Vorsilbe "Pra" bezieht sich auf eine Oder mehrere 
zusatzliche Aminosauren am N-Terminus des Pro- 
insulins) wird durch enzymatische Spaltung (z.B. 
mit Trypsin) in ein Spaltungsgemisch uberfuhrt. 
das einen insulinvorlaufer, das lnsulin-Arg-B31- 
B32, und das C-Peptid enthalt. Neben diesen ent- 
stehen noch einige Nebenprodukte. wie z.B. 
Insulin-Des-Thr-B30. Insulin-Arg-B31 sowie unvoM- 
standig gespaltene Intermediate. 

Die genannten Insulinderivate und Verbindun- 
gen. die durch die chemische Behandlung des 
Ausgangsmaterials in Vorstufen entstehen, mussen 
voneinander getrennt werden. Besonders schwierig 
ist ss hierbei. Insulinderivate basischen Charakters 
abzutrennen, die Derivatisierungen an Aminosauren 
aufweisen. die nach Ausbildung der Tertiarstruktur ... 
im Inneren des Molekuls liegen. 

Dies zeigt sich in einem Vergleichsversuch (s. 
Teil B): Das Anionenaustauscherverfahren. das in 
der DE-PS 26 29 568 beschrieben und fur die 
Reinigung von Insulin entwickelt worden ist. weist 
die Besonderheit auf, dafl zur Vermeidung von 
Proteinaggregationen der Elutionsflussigkeit ein 
nichtionisches Tensid zugegeben wird. Dieses Ver- 
fahren. das zur Reinigung von Insulinen gut geeig- 
net ist. fuhrt beim Versuch der Trennung und Iso- 
lierung von basischen Proteinen, die z.B. durch 
tryptische Spaltung von Proinsulin gentechnischer 
Herkunft erhalten werden, zu einer vollig unzurei- 
chenden Trennung. Dies wird durch das entspre- 
chende Elutionsprofil (s, Teil B) verdeutlicht; man 
erkennt, dafl die Peaks fur die einzelnen Peptide 
ineinander ubergehen. 



Es sind auch bereits Verfahren bekannt, mit 
denen die_Auftrennung der genannten Proinsulin- 
Spaltungsprodukte erreicht werden soil. 
Steiner et al. berichten im "Journ. of Biol. Chem.", 
5 246, pp. 1365-1374 (1971) uber ein Verfahren zur 
Isolierung von C-Peptid aus einem Proinsulinspal- 
tungsgemisch. Bei diesem Verfahren (Ausbeuten 
werden nicht angegeben) wird uber einen schwach 
sauren, Carboxymethylgruppen-haltigen (CM) Ka- 
io tionenaustauscher auf Cellulosebasis chromatogra- 
phiert. Der Beladungs- und Elutionslosung werden 
hierbei 7 Mol/I Harnstoff zugesetzt. um eine Aggre- 
gation der Proteine zu vermeiden. Die Gegenwart 
oerartig hoher Harnstoffkonzentrationen ist nacntei- 
15 lig, weil sie zur Derivatisierung von Proteinen. vor 
allem zur Carbamoylierung freier Aminogruppen 
fuhrt. Markussen et al. beschreiben in "Protein 
Engineering " Vol. 1 No. 3, pp. 205-213 (1987) ein 
Anionenaustauscherchromatographie-Verfahren an 
20 Diethyl-2-hydroxypropylaminoethyl-haltigen (QAE) 
Anionenaustauschern auf einer Matrix aus dreidi- 
mensional vernetztem Polysaccharid-Netzwerk. 
Bei diesem Verfahren - fur die Anionenaustau- 
scherchromatographie werden keine Ausbeuten an- 
25 gegeben - wird zur Hemmung von Proteinaggrega- 
tionen in 60 %iger Ethanollosung gearbeitet. Ein 
Nachteil derartig konzentrierter Ethanolldsungen 
besteht in den notigen Sicherheitsvorkehrungen, 
die insbesondere beim Arbeiten mit konzentrierten 
. 30 organischen Ldsungsmitteln in technischem Ma/3- 
stab notig sind. Andererseits treten, wie sich beim 
Nacharbeiten zeigte, bei den genannten Alkohol- 
konzentrationen Denaturierungen der Proteine auf. 
In dem Bestreben, ein besseres Trenn- und 
35 Isolierverfahren fur basische Proteine aus - solche 
basischen Proteine enthaltenden - Proteingemi- 
schen bereitzustellen. wurde uberraschenderweise 
gefunden. dafl sich dieses Ziel durch Chromatogra- 
phie der Proteingemische an einem stark sauren 
~o Kationenaustauscher und Elution mittels wa/3rigem 
Alkanol mit nur einer relativ geringen Menge Alka- 
nol erreichen la/3t. Es ist besonders uberraschend. 
dafl sich damit gegenuber dem Stand der Technik 
sowohl die Trennleistung verbessern als auch die 
•>5 zusatzlichen Derivatisierungen der Proteine wah- 
rend der Trennung weitgehend vermeiden lassen. 
Bemerkenswerterweise konnen sogar Derivate ab- 
getrennt werden. die - bei der Vorbehandlung des 
Proinsulins entstandene - Derivatisierungen im In- 
50 neren der in der Tertiarstruktur vorliegenden Protei- 
ne aufweisen. Aggregationen der zu trennenden 
Proteine werden nicht beobachtet. Die Wiederver- 
wendbarkeit der Austauscher bereitet keine 
Schwierigkeiten. 
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Erfindungsgegenstand ist demzufolge ein Ver- 
fahren zur Isolierung basischer Proteine aus Pro- 
teingemischen, welche solche basischen Proteine 
enthallen und welche erhalten wurden durch enzy- 
matische Spaltung von Proinsulin und/oder dessen 
Derivaten naturlicher, semisynthetischer oder gen- 
technischer Herkunft, durch Beladung eines lonen- 
austauschers mit dem Proteingemisch und Eiution, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, dafi man als 
lonenaustauscher einen stark sauren Kationenaus- 
tauscher verwendet und dafl man die Eiution mit- 
tels eines HjO/Ci-CiAlkanolgemisches, das ca. 10 
bis 50 Vol.-%. vorzugsweise ca. 20 bis 40 Vol.-°o. 
insbesondere ca. 30 Vol.-% Alkanol enthalt. durch- 
fuhrt. Mit dem erfindungsgemaflen Verfahren kdn- 
nen aus Spaltungsgemischen beliebiger Proinsuli- 
ne. bzw. von deren Derivaten, wie z.B. von Affen- 
praproinsulin. die basischen Proteine mit hohen 
Ausbeuten isoliert werden. Als lonenaustauscher 
kommen im Prinzip alle stark sauren Kationenaus- 
tauscher in Frage. Bevorzugt sind stark saure Ka- 
tionenaustauscher, deren funktionelle Gruppe die 
Sulfogruppe, insbesondere die Sulfopropylgruppe 
-CH 2 -CH 2 -CH 2 -S03H, ist, z.B. auf einer Matrix aus 
hydrophilen Hydroxygruppen-haltigen Vinylpolyme- 
ren (z.B. <R, Fractogel TSK, Hersteller Fa. Merck, 
Darmstadt), Acryl-Copolymeren (z.B. SP <R, Trisacryl 
M, Hersteller Reactifs IBF, Villeneuve- la-Garenne, 
Frankreich) oder Gelen mit einem Anteil an ver- 
netzter Agarose (z.B. S- (R, Sepharose, Hersteller Fa. 
Pharmacia, Upsala, Schweden); besonders bevor- 
zugt ist S-Sepharose. 

Vor der Beladung des stark sauren Kationen- 
austauschers mit dem Spaltungsgemisch sollte 
derselbe mit einer Pufferldsung frisch equilibriert 
werden. Diese Pufferldsung besteht vorzugsweise 
aus einem Wasser/d -Ca-Alkanolgemisch. mit ei- 
nem Alkanolgehalt von vorzugsweise ca. 10 bis 50 
Vol.-%. besonders bevorzugt von ca. 20 bis 40 
Vol.-%. insbesondere von ca. 30 Vol.-%. Bevorzug- 
te Alkanole sind Ethanol und Isopropanol. insbe- 
sondere Isopropanol. Weitere Zusatzstoffe, die der 
Pufferlosung zugesetzt werden konnen. sind z.B. 
Salz, vorzugsweise physiologisch vertragliches Mi- 
neralsalz, eine oder mehrere beliebige organische 
Sauren, vorzugsweise Milchsaure, eine Base, vor- 
zugsweise NaOH, und/oder Konservierungsstoffe. 
Der bevorzugte pH-Wert der Pufferlosung liegt zwi- 
schen ca. 2.5 und 5,5, besonders bevorzugt zwi- 
schen ca. 3,5 und 4.0. 

Die Beladung des stark sauren Kationenaustau- 
schers kann erfoigen, indem das Spaltungsgemisch 
in einer Pufferlosung - vorzugsweise mit der zuvor 
beschriebenen Zusammensetzung und dem zuvor 
beschriebenen pH-Wert - geldst wird und die so 
erhaltene Ldsung mit dem stark sauren Kationen- 
austauscher in Kontakt gebracht wird. 

Die Elutionsldsung, die im Prinzip eine ahnli- 



che Zusammensetzung wie die zuvor beschriebene 
Pufferldsung haben kann, hat vorzugsweise einen 
pH-Wert von 3,5 bis 4.0. Besonders geeignet ist 
ein Elutionsverfahren, bei dem die Elutionsldsung 

5 einen zeitlichen Salz-Konzentrationsgradienten mit 
vorzugsweise linearem Verlauf aufweist. Dieser 
Konzentrationsgradient kann z.B. angelegt werden, 
indem zu Beginn der Eiution eine geringe Salzkon- 
zentration (im Grenzfall gegen 0) in der Elutionsid- 

io sung vorliegt und indem die Salzkonzentration 
wahrend des Elutionsvorgangs gesteigert wird. Auf 
diese Weise kann eine besonders wirksame Tren- 
nung des Proteingemisches erreicht werden. Ein 
bevorzugter Salz-Konzentrationsgradient variiert 

»5 von nahe 0 Mol Salz/I (zu Anfang der. Eiution) bis 
ca. 1 Mol Salz/1 (zu Ende der Eiution), besonders 
bevorzugt von ca. 0.15 (zu Anfang der Eiution) bis 
ca. 0.35 Mol/I (zu Ende der Eiution). Fur den Salz- 
zusatz kommen viele organische und anorganische 

20 Salze in Frage. Bevorzugt sind physiologisch ver- 
tragliche Salze wie Ammonium- und Alkalisalze, 
besonders bevorzugt Natriumsalze, insbesondere 
Natriumchlorid. 

Das erfindungsgemafie Trennverfahren kann 

25 auf unterschiedliche Weise durchgefuhrt werden. 
Zu bevorzugen ist die Durchfuhrung im Saulenver- 
fahren oder im Batchverfahren. Die Temperatur, die 
bei der lonenaustauscherchromatographie vorzugs- 
weise konstant zu halten ist, kann in einem weiten 

30 Bereich variiert werden. Vorzuziehen ist ein Tem- 
peraturintervall von ca. -10* C bis ca. 50* C, insbe- 
sondere von ca. 15 bis ca. 25 "C. 

Durch das nachfolgende Ausfuhrungsbeispiel 
(A) soil die Erfindung naher erlautert werden. 

35 Durch den daran anschlieCenden Vergleich (B) soil 
die Oberlegenheit des erfindungsgemaflen Verfah- 
rens gegenuber einem Verfahren zur Insulinreini- 
gung gema/3 dem Stand der Technik (DE-PS 26 29 
568) gezeigt werden. 

jo A) Ausfuhrungsbeispiel 

(erfindungsgema/3) 

6 I S-Sepharose werden in einer wafingen Puiferlc- 
sung. die 50 mmol/l Milchsaure. 30 = = Isoprocanol 
und 1 Mol/I Natriumchlorid enthalt und deren pH- 

J5 Wert bei ca. 3,5 liegt. aufgeschlammt und ca. 80 
cm hoch in eine Saule mit 10 cm Durchmesser 
gefullt. Die Saule wird mit 10 I waflriger Startpuffer- 
losung (50 mmol/l Milchsaure. 30 % Isopropanol. 
0,15 MoL.'l Natriumchlorid, pH ca. 3.5) aquilibriert. 

so 15 g krtstallisiertes Spaltungsgemisch. das 6.2 g 
lnsulin-Arg-B31-32. 3 g lnsulin-Arg-B31 und Insulin- 
Des-Thr-B30 sowie unbekannte Spaltungsinterme- 
diate sowie Derivate enthalt. entstanden aus trypti- 
scher Spaltung von Praprohumaninsulin. werden in 

55 3 I Startpuffer geldst und auf die Saule aufgetra- 
gen. Anschlieflend wird mit einer waflrigen Losung, 
enthaltend 50 mmol/l Milchsaure und 30 % Isopro- 
panol bei einem pH-Wert von 3,5 (eingestellt mit 
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NaOH) und einem Gradienten von 0,15 Mol.. I bis 
0.35 Mol/I Natriumchlorid eluiert. Die Elutionslo- 
sung hat ein Volumen von 2 x 20 1. Die Durchflufl- 
geschwindigkeit betragt 1,5 l/Stunde. Fraktionen. 
deren lnsulin-Arg-B3l-32-Gehalt laut HPLC (High s 
Pressure Liquid Chromatography) uber 90% ist. 
werden gesammelt, mit H2O im Verhaltnis 1:1 ver- 
dunnt und durch Zugabe von 10 ml 10 %iger 
ZnCb-Ldsung/l Losung und Einstellung auf pH 6,8 
gefallt. Die Ausbeute betragt 5 g lnsulin-Arg-831- 10 
32, was einer Stufenausbeute, bezogen auf Insulin- 
_ Arg-B31-32, von 80 % entspricht. 
B) Vergleich 
Vergleichsbeispiel I wurde gemafl DE-PS 26 29 
568 und Beispiel II erfindungsgemafl durchgefuhrt. 15 
In Tabelle 1 sind die Verfahrensparameter und die 
erzielten Ergebnisse gegenijbergestellt. Figur 1 
zeigt das wahrend der Elution aufgenommene Elu- 
tionsprofil des Vergleichsbeispiels I, Figur 2 dasje- 
nige des erfindungsgema/Jen Beispiels II. Es wurde 20 
die Absorption A im UV-Bereich bei einer Wellen- 
lange von 278 nm (A 27 8) gegen die Elutionszeit 
bzw. die Fraktions- Nrn. aufgetragen. Die Elutions- 
profile zeigen, da/3 das erfindungsgemafle Verfah- 
ren zu einer besseren Trennung der basischen 25 
Proteine fuhrt als das nach der DE-PS 26 29 568 
durchgefuhrte Verfahren. Dementsprechend wird 
bei dem erfindungsgemaflen Verfahren auch eine 
hohere Produktausbeute und eine hohere Produkt- 
reinheit erzielt (s. Tabelle 1 ) 30 
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Anspruche 

5 

1. Verfahren zur Isolierung basischer Proteine 
aus Proteingemischen, welche solche basischen 
Proteine enthalten und welche erhalten wurden 
durch enzymatische Spaltung von Proinsulin 
und/oder dessen Derivaten naturlicher, semisynthe- io 

" tischer oder gentechnischer Herkunft, durch Bela- 
dung eines lonenaustauschers mit dem Proteinge- 
misch und Elution, dadurch gekennzeichnet. dafl 
man als lonenaustauscher einen stark sauren Katio- 
nenaustauscher verwendet und da/3 man die Eiu- is 
tion mittels eines H 2 0'Ci-Cd-Alkanol-Gemisches, 
das ca. 10 bis 50 %, vorzugsweise ca. 20 bis 40 
%, insbesondere ca. 30 % Alkanol enthalt. durch- 
fuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 20 
kennzeichnet, dafl man als stark sauren Kationen- 
austauscher einen solchen mit Sulfogruppen, ins- 
besondere mit Sulfopropylgruppen verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man die Beladung des stark 2s 
sauren Kationenaustauschers bei einem pH-Wert 
zwischen ca. 2,5 und 5,5, vorzugsweise zwischen 

ca. 3,5^ und 4,0, durchfuhrt. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl 30 
das zur Elution benutzte H 2 0/Ci -Ct-Alka'nol-Ge- 
misch als C.-Cd-Alkanol Ethanol oder Isopropanol, 
insbesondere Isopropanol, enthalt. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl 35 
man den pH-Wert der Elutionsldsung auf ca. 3,5 

bis 4,0 einsteilt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. dafl 

die Beladungs- und Elutionsldsung eine Puffersub- jo 
stanz, bevorzugt auf Basis einer organischen Sau- 
re, insbesondere Milchsaure. enthalt. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. dafl 

mit einem Ammonium- oder Alkalisalzgradienten 45 
zwischen ca. 0 bis 1 Mol/I, insbesondere mit ca. 
0,15 bis 0,35 Mol/I, elutert wird. 
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